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Zusammenfassung 



PURPOSE:To industrially and advantageously obtain the subject edible compound by culturing a 
microorganism, belonging to the genus Acetobacter and having the ability to produce a cellulosic 
substance in a culture medium containing a carboxylic acid (salt) which is a factor in promoting the 
production of the cellulose and then collecting the resultant product, 

CONSTITUTIONThis method for producing a bacterial cellulose is to inoculate a microorganism, 
belonging to the genus Acetobacter and having the ability to produce a cellulosic substance (e.g. 
Acetobacter xylinum ATCC23768) in a culture medium containing a carboxylic acid (e.g. lactic acid) or 
a salt thereof as a factor in promoting the production of cellulose added thereto, carry out the 
stationary culture in a low- temperature incubator at 28 deg.C for 3 days, then filter the culture solution 
through a gauze, subsequently centrifuge the filtrate, separate the microbial cell, add a sterilized 
physiological saline solution to the separated microbial cell, provide a seed microbial solution, 
inoculate the prepared seed microbial solution into the same culture medium as that used in culturing 
the seed, perform the main culture at 28 deg.C for 4 days while shaking the culture medium and then 
collect the cellulose and cellulosic substance, produced and accumulated in the culture medium. This 
bacterial cellulose is useful for retaining the viscosity of a food, a cosmetic, a coating, etc., and usable 
as a food additive, an emulsion stabilizer, etc. 
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54. Titel der Erfindung: 

Verfahren zur Herstellung von Bakterienzellulose 

57. . Zusammenfassung: 

Aufbau: Verfahren zur Herstellung von Zellulose, wobei 
Mikroorganismen, die zur Familie Acetobacter gehoren und die 
Fahigkeit zur Produktion von zelluloseartigen Substanzen haben, 
in Kulturmediura kultiviert werden, dem Carbonsauren oder deren 
Salze als das Zellulosewachstum fordernde Faktoren zugesetzt 
sind, im Kulturmedium die Zellulose und die zelluloseartigen 
Substanzen wachsen gelassen und angesammelt werden, und diese 
Substanzen gewonnen werden. 

Wirkung: Die Zelluloseproduktion kann deutlich gesteigert werden 

PATENTANSPRUCHE : 
1. Verfahren zur Herstellung von Zellulose, wobei 
Mikroorganismen, die zur Familie Acetobacter gehoren und die 
Fahigkeit zur Produktion von zelluloseartigen Substanzen haben, 
in kulturmedium kultiviert werden, dem Carbonsauren oder deren 
Salze als das Zellulosewachstum fordernde Faktoren zugesetzt 
sind, im. Kulturmedium die Zellulose und die zelluloseartigen 
Substanzen wachsen gelassen und angesammelt werden, und diese 
Substanzen gewonnen werden. 
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2. Verfahren gem£G Anspruch 1/ dadurch gekennzeichnet , dass 
die Carbonsauren Oder deren Salze Milchsaure, Brenztraubensaure 
oder Essigsaure oder deren Salze sind. 

3 . Verfahren gemafc Anspruch 1 oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet, dass dem Kulturmedium 1 bis 200 mMol/1 
Carbonsauren oder deren Salze zugesetzt werden. 

4. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Kultur ruht, geschuttelt wird oder durch 
Gasdurchblasen geruhrt wird. 

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG : 
[0001] Gebiet der gewerblichen Anwendung : 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur 
Herstellung von zelluloseartigen Substanzen, die von 
Mikroorganismen produziert werden, die zur Familie Acetobacter 
gehdren und die Fahigkeit haben, zelluloseartige Substanzen zu 
produzieren. Genauer gesagt bezieht sie sich auf die Produktion 
von zelluloseartigen Substanzen mit Hilfe von Mikroorganismen in 
einem Kulturmedium, das als das Zellulosewachstum fordernde 
Faktoren bestimmte organische Sauren enthalt. 

[0002] Da diese zelluloseartigen Substanzen essbar sind, auf dem 
Gebiet der Lebensmittel vierwendet werden und aufcerdem in Wasser 
o.a. hervorragend dispergieren, sind sie fttr die 
Aufrechterhaltung der Viskosit&t von Lebensmitteln, Kosmetika 
oder Lacken etc., zur Verstarkung von Nahrboden fur Lebensmittel- 
Ausgangsstof fe, zur Beibehaltung des Wasseranteils , zur 
Steigerung deir Stabilitat von Lebensmitteln, als Zusatzstoff mit 
wenig Kalorien oder als Hilfsmittel zur Stabilisierung von 
Emulsionen industriell von hohem Nutzwert. 
[0003] Weiters gibt es fur die Disaggregationsprodukte 
zelluloseartiger Substanzen auf Grund der strukturellen und 
physikalischen Eigenschaf ten der Mikrof ibrillen verschiedenste 
industrielle Anwendungsmoglichkeiten als VerstSrkungsmittel fur 
groSe Molekule, insbesondere hochmolekulare Stoffe in Beziehung 
mit Wasser. Da solche Disaggregationsprodukte eine hohe 
Elastizitat aufweisen, sind von Substanzen, bei denen 
zelluloseartige Disaggregationsprodukte in Papierform oder in 
fester Form verfestigt sind, auf Grund der strukturellen 
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Eigenschaf ten der Mikrof ibrillen hervorragende mechanische 
Eigenschaf ten zu erwarten, und es gibt Anwendungsmoglichkeiten 
fur verschiedenste industrielle Materialien. 
[0004] Stand der Technik : 

Schon lange sind Verfahren zur Herstellung von Zellulose bekannt, 
bei denen Mikroorganismen, die zur Familie Acetobacter gehdren, 
gezuchtet* werden (diese Mikroorganismen werden im Folgenden als 
„Zellulose produzierende Essigsaurebakterien* bezeichnet) . In der 
ungepruft.en- Verof f entlichung Nr. JP 62-26599.0, der ungepruften 
Verof f entlichung Nr. JP 61-221201 etc. ist dies zum Beispiel 
beschrieben. Als Nahr- und Kulturmedium, das als zur Kultivierung 
von Zellulose produzierenden Essigsaurebakterien geeignet 
angesehen wird, ist das Kulturmedium nach Schramm, und Hestrin 
bekannt, das aus Kohlenstof f quellen, Pepton, Hefeextrakt, 
Natriumphosphat und Zitronensaure besteht (Schramm. et al . , J. 
General Biology 11, S. 123-129, 1954). Wenn jedoch mit diesem 
Nahr- und Kulturmedium eine Kultur mit Schiitteln oder 
Gasdurchblasen zum Ruhren durchgefiihrt wird, ist die erhaltene 
produzierte Zellulosemenge gering, und auch die 
Wachstumsgeschwindigkeit ist nicht immer zuf riedenstellend. 
Weiters sind, abgesehen von diesem Nahr- und Kulturmedium, auch 
Kulturmedien bekannt, denen Maiseinweichf liissigkeit (corn steep 
liquor, CSL) , Malzextrakt o.a. zugesetzt ist, aber es ist nicht 
bekannt, dass die in diesen natiirlichen Nahrstoffen (Pepton, 
Hefeextrakt, CSL, Malzextrakt etc.) enthaltenen speziellen 
Bestandteile zur Forderung des Wachstums der Zellulose beitragen. 
Als Faktoren, die durch bestimmte Nahrstoffe in Kulturmedium das 
Wachstum der Zellulose fordern, sind derzeit Inosit, Phytinsaure, 
Pyrolochinolinchinon (PQQ) (geprufte Verof f entlichung Nr. JP 5-. 
1718; Mitsuo TAKAI, Shipagi Kyoshi [etwa: Vereinsblatt der 
Papierindustrie] , Bd. 42, Nr. 3, S. 237-244) etc. bekannt, aber 
das AusmaE des Wachstums der Zellulose ist noch immer nicht 
ausreichend, und diese Stoffe haben bei der Kultur unter 
Schutteln oder Riihren durch Gasdurchblasen auch keine deutlichen 
Erfolge gebracht . 
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[0005] Aufgaben, die durch die vorliegende Erfindung gelost 
werden sollen : 

Forschungen uber organische Sauren und Essigsaurebakterien sind 
in Takeuchi et al . , J. Ferment. Technol. Bd. 46, Nr. 4, S. 288- 
.291, 1968; Nanba et al., Nihon Shokuhin Kogyo Gakkaishi [Zeitung 
der. japanischen Gesellschaft der Lebensmittelindustrie] , Bd. 32, 
Nr. 5, S. 331-377, 1985 etc. beschrieben, aber in dieser 
Literatur wurde der Einfluss von Essigsaurebakterien auf die 
Saureproduktion untersucht, und es findet sich keine Stelle, an 
der der Effekt der Forderung der Zelluloseproduktion von 
Zellulose produzierenden Essigsaurebakterien durch diese 
organischen Sauren erwahnt ist. 

[0006] Das Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein 
Verfahren zu entwickeln, mit dem mit Hilfe von Zellulose 
produzierenden Essigsaurebakterien die Produktivitat 
zelluloseartiger Substanzen gesteigert werden kann und diese 
kostengunstig produziert werden k5nnen. 

[0007]. Mittel zur LSsung dieser Aufgaben : 

Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben verschxedenste 
Studien gemacht, urn das oben erwahnte Ziel zu erreichen, und 
fanden heraus, dass durch die Kultivierung von Mikroorganismen, 
die zur Familie Acetobaater gehoren und die Fahigkeit zur 
Produktion von zelluloseartigen Substanzen haben (d.h. Zellulose 
produzierende Essigsaurebakterien) > in Kulturmedium, dem 
bestimmte organische S&uren zugesetzt sind, die Produktivitat der 
zelluloseartigen Substanzen im Vergleich mit herkommlichen 
Herstellungsverf ahren deutlich gesteigert werden kann. 
[0008] Denn bei der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren zur 
Herstellung von Zellulose zur Verfugung geistellt, wobei 
Mikroorganismen, die zur Familie Acetobacter gehoren und die 
Fahigkeit zur Produktion von zelluloseartigen Substanzen haben, 
in Kulturmedium kultiviert werden, dem Carbonsauren oder deren 
Salze als das Zellulosewachstum fordernde Faktoren zugesetzt 
sind, im Kulturmedium die Zellulose und die zelluloseartigen 
Substanzen wachsen gelassen und angesammelt werden, und diese 
Substanzen gewonnen werden. 

[0009] Die bei der vorliegenden Erfindung verwendeten 
Mikroorganismen konnen alle Arten von Mikroorganismen sein,. die 
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zur Familie Acetobacter gehdren und zelluloseartige Substanzen 
produzieren. Als Beispiele konnen Acetobacter species BPR 2 001, 
Acetobacter xylinum ATCC 23768, Acetobacter xylinum ATCC 23769, 
Acetobacter xylinum ATCC 10821 etc. angefuhrt werden. 
[0010] Die bei der vorliegenden Erfindung verwendeten speziellen 
Carbonsauren oder deren Salze wirken auf das 

Zellulosesynthesesystem der Mikroorganismen als Faktoren, die das 
Wachstum der Zellulose fordern, und so kann die Produktivitat von 
Zellulose deutlich gesteigert werden. Denn wie in den im 
Folgenden beschriebenen Ausf iihrungsbei spiel en zu sehen ist, ist 
die im Kulturmedium angesammelte Zellulosemenge im Vergleich zu 
Kulturen, denen keine Carbonsauren zugesetzt wurden, bis zu etwa 
1,5 bis 12 Mai grofcer. Der Ausdruck ^Carbonsauren oder deren 
Salze als Faktoren, die das Wachstum der Zellulose fordern" 
bedeutet in der vorliegenden Beschreibung Carbonsauren oder deren 
Salze, die im Vergleich zu Kulturen, denen sie nicht zugesetzt 
wurden, die angesammelte Zellulosemenge mindestens urn das etwa 
1, 5-Fache steigern. Die Carbonsauren, die bei der vorliegenden 
Erfindung verwendet werden konnen, konnen sowohl gesattigte als 
auch unges&ttigte Carbonsauren sein; als gesattigte Carbonsauren 
konnen z.B. Essigsaure, Milchsaure, Brenztraubens&ure, 
Bernsteinsaure, Apfels&ure, Glukonsaure, Glukuronsaure etc. 
angefuhrt werden, und als ungesattigte Carbonsauren konnen 
Fumarsaure, Maleinsaure, Acryls^ure, BenzoesSure etc. angefuhrt 
werden. Bei diesen Carbonsauren gibt es fur die. Kohlenstof f zahl 
und die Anzahl der Carboxylgruppen keine besonderen 
Einschrankungen, aber es ist gunstig, wenn die Sauren 
wasserloslich sind. Bevorzugte Carbonsauren sind Milchsaure, 
Brenztraubensaure. und Essigsaure. Wenn die Carbonsauren als Salze 
verwendet werden, gibt es keine besonderen Einschrankungen, aber 
ublicherweise konnen Salze mit Alkalimetallen oder 
Erdalkalimetallen verwendet werden. Diese Carbonsauren oder deren 
Salze konnen alleine verwendet werden, oder es konnen auch 
Kombinationen von 2 oder mehr Sorten verwendet werden. Auch fur 
die zugesetzte Menge Carbonsauren oder deren Salzen gibt es keine 
besonderen Einschrankungen, vorzugsweise liegt die Menge jedoch 
bei 1 mMol bis 200 mMol/1. Bei der vorliegenden Erfindung werden 
die Carbonsauren oder deren Salze dem Kulturmedium nicht so sehr 
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als Hauptkohlenstof f quelle zugesetzt, sondern vielmehr kann durch 
die Zugabe von nur winzigen oder geringen Mengen als Faktoren, 
die das Wachstum der Zellulose fordern, die Zelluloseproduktion 
deutlich gesteigert werden. 

[0011] In der Zusammensetzung des Kulturmediums konnen als 
Kohlenstof fquellen Saccharose, Glukose, Fruktose, Mannit, Sorbit, 
Galaktose, Maltose, Erythrit, Gadonit [phonetische Transkription; 
diese Substanz konnte nicht verifiziert werden; Anm. d. U.], 
Glycerin, Ethyl eng lyko 1 , Ethanol etc. alleine oder in Kombination 
verwendet werden. Es konnen auch diese enthaltende 
Starkehydrolysate, Titolas-Melasse [phonetische Transkription; 
diese Substanz konnte nicht verifiziert werden; Anm. d. U.], 
Rubenmelasse , RUbenpresssaf t , Zuckerrohrpresssaf t , Fruchts&f te , 
angefangen von Zitrusf riichten etc., verwendet werden. 

[0012] Als Stickstoff quelle konnen Airanoniumsulf at , 
Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat u.a. Ammoniumsalze, Salze der 
Schwefelsaure, Harnstoff u.a. organische oder anorganische 
Stickstof fquellen verwendet werden, oder es konnen auch Bact- 
Peptone, Bact-Soytone, Yeast-Extract, konzentriertes Hydro lysat 
von Sojaprotein u.a. stickstof fhaltige naturliche 
Nahrstof fquellen verwendet werden. Als organische Nahrstoffe in 
Spuren konnen auch AminosSuren, Vitamine, Fettsauren, 
Nukleinsauren und 2,7, 9-Tricarboxy-lH-pyrolb [2 , 3 , 5 ] -chinolin-4 , 5- 
dion zugesetzt werden. 

[0013] Wenn Varianten mit Nahrstof fbedurf nissen verwendet werden, 
die zum Wachsen Aminosauren o.a. brauchen, mussen die 
erf orderlichen Nahrstoffe zugefuhrt werden. Als anorganische 
Salze konnen Salze der Phosphor saure, Magnesiumsalze, 
Calciumsalze, Eisensalze, Mangansalze, Kobaltsalze, 
Molybdansalze, rotes Kaliumprussiat , Metallchelate etc. 
eingesetzt werden. 

[0014] Der pH der Kultur wird zwischen 3 und 7, vorzugsweise in 
der Nahe von 5 gehalten. 

[0015] Die Kultivierung erfolgt bei einer Temperatur im Bereich 
von 10 bis 40°C, vorzugsweise 25 bis 35°C. 

[0016] Die dem Kulturgefafc zugefiihrte Sauerstof f konzentration 
sollte bei 1 bis 100%, vorzugsweise 21 bis 80% liegen. 
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[0017] Das erf indungsgemafce Verfahren ist nicht auf ein 
Kulturverfahren beschrankt, es kSnnen sowohl Kulturen in Ruhe als 
auch Schutteln oder Riihren durch Gasdurchblasen eingesetzt 
werden. Es ist auch ein Merkmal der vorliegenden Erfindung, dass 
auch bei einer Kultivierung unter Schutteln oder Riihren durch 
Gasdurchblasen die Zelluloseproduktivitat nicht beeinflusst wird. 
[0018] Die nach dem erf indungsgemafien Verfahren hergestellten 
zelluloseartigen Substanzen konnen, so wie sie anf alien, 
verwendet werden, oder sie konnen behandelt werden, urn die in 
dieser Grundsubstanz vorhandenen nicht-zelluloseartigen 
Substanzen, angefangen mit Bakterien, zu entfernen. 
[0019] Um Verunreinigungen zu entfernen, konnen Spulen mit 
Wasser, Wasserentf ernung unter Druck, . Spiilung mit verdunnter 
Saure, Spiilung mit Alkali, Behandlung mit Toluol und 
Essigsaureethyl u.a. polaren organischen Sauren, Behandlung mit 
Bleichmitteln, wie z.B. Natriumhypochlorit. und 
Wasserstof fperoxid, Behandlung mit Lysozym o.a. Bakterien 
losenden Enzymen,. Behandlung mit oberf lachenaktiven Mitteln, wie 
Natriumlaurylsulfat, Desoxycholsaure etc., Spiilung unter 
Erwarmung im Bereich von Normal tempera tur bis 200°C o.a. 
Verfahren einzeln oder in Kombination durchgefiihrt werden, um 
dadurch die Verunreinigungen aus den zelluloseartigen Substanzen 
zu entfernen. 

[0020] Die auf diese Weise erhaltenen, in der vorliegenden 
Erfindung angesprochenen zelluloseartigen Substanzen bezeichnen 
folgende: 

[0021] Die erf indungsgema&en zelluloseartigen Substanzen sind 
Zellulose, Substanzen, die Hetero-Mehrf achzucker mit Zellulose 
als Hauptkette enthalten, und Substanzen, die 0-1,3-, ^-1,2- U.a . 
Glukane enthalten. Bei Hetero-Mehrf achzuckern sind die 
strukturellen Bestandteile aufier Zellulose Mannose, Fruktose, 
Galaktose, Xylose, Arabinose, Ramnose, Glukuronsaure u.a. 6- 
Kohlenstof f -Zucker , 5-Kohlenstof f -Zucker sowie organische Sauren 
etc . 

[0022] Es gibt Falle, in denen diese o.a. Mehrf achzucker eine 
einheitliche Substanz sind, es konnen aber auch 2 oder mehr 
Mehrf achzucker , verbunden durch Wasserstof fbindungen etc., 
gemeinsam vorhanden sein. 
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[0023] Ausf iihrungsbeispiele : 

Ini Folgenden wird die vorliegende Erfindung anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen noch detaillierter erlautert. 
[0024] Kulturbedingungen: 

Die Zellulose produzierenden Essigsaurebakterien wurden unter 
Verwendung eines Kolbenkulturverf ahrens und eines 
StandgefaSfermenter-Kulturverfahren (jar fermenter) kultiviert. 
[002 5] Kolbenkulturverfahren: 

In einen 750 ml Roux-Kolben, der mit 100 ml Grundkulturmedium mit 
einem anfanglichen pH von 5,0 aus 40 g/1 Fruktose, 1,0 g/1 
Kaliumphosphat, 0,3 g/1 Magnesiumsulf at , 3 g/1 Ammoniumsulf at , 
5 g/1 Bact-Peptone und 1,4 m/1 [wahrscheinlich Druckfehler im 
Original; vgl . Abs . [0032]; Anm. d. U. ] Milchsaure versehen war, 
wurde 1 ml tiefgekuhlt gelagerte Bakterienf lussigkeit von 
Zellulose. produzierenden Essigsaurebakterien zugesetzt, und in 
einem Niedrigtemperatur-Kulturgerat wurde bei 28°C 3 ' Tage lang in 
Ruhe kultiviert. Nach dieser Starter-Kultivierung wurde der Roux- 
Kolben gut geschuttelt', danach der Inhalt unter bakterienf reien 
Bedingungen durch Gaze filtriert und in Zelluloseteilchen und 
Bakterien getrennt . Dann wurde bei 10 000 Upm 15 Minuten lang 
zentrifugiert, die Medium-Bestandteile und die Bakterien- 
Bestandteile (+ winzige Zellulose) getrennt, dann wurden die 
Bakterien ( + winzige Zellulose) 1 bis 2 Mai in 

bakterienreduzierter physiologischer Kochsalzlosung gespult und 
das Zentrifugieren wiederholt. Den gespulten Bakterien wurde die 
erforderliche Menge bakterienreduzierte physiologische 
Kochsalzlosung zugesetzt, und nach dem Ruhren wurde dies als 
Starterkulturf lussigkeit genoromen . 

[0026] Dann wurden 7,5 ml dieser Starterkulturf lussigkeit in 
einen 300 ml Spiral -Umlenkkolben (spiral baffle fiasco) gegeben, 
in dem sich 67,5 ml Priifmedium befanden. Unter Verwendung eines 
Schuttelkulturgerats wurde unter den Bedingungen einer 
Schuttelbreite von 2 cm, einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 
180 Upm und einer Temperatur von 28°C unter Rotationsschiitteln 4 
Tage lang die Hauptkultivierung durchgef tihrt . 

[0027] Die Quantif izierung der produzierten Bakterienzellulose 
wurde wie folgt durchgef uhrt . Die in den einzelnen Kolben 
vorhandenen Feststoffe wurden mit Wasser gespult und die 
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Kulturmediumbestandteile entfernt, danach wurde 20 Minuten lang 
bei 110°C mit 1% waisseriger NaOH-Losung befrandelt und die 
Bakterien entfernt, dann wurde die Zellulose so lange mit Wasser 
gewaschen, bis die Waschf lussigkeit etwa neutral war, danach 
wurde bei 80°C vakuumgetrocknet und die Trockenmasse gemessen. 
[0028] S tandgef aSf ermenter-Kulturverf ahren : 
In einen 750 ml Roux-Kolben, in dem sich 100 ml des o.g. 
Grundkulturmediums befanden, wurde 1 ml tiefgefroren gelagerte 
Bakterienlosung von Zellulose produzierenden Essigsaurebakterien 
gegeben und in einem Niedrigtemperatur-Kulturgerat bei 28°C 3 
Tage lang in Ruhe kultiviert. Nach Beendigung der ruhigen 
Kultivierung wurde der Roux-Kolben gut geschiittelt, dessen Inhalt 
unter bakterienf reien Bedingungen durch Gaze filtriert und in 
Zelluloseteilchen und Bakterien aufgetrennt. 7,5 ml der 
erhaltenen Bakterienf lussigkeit wurden in einen 300 ml Spiral- 
Umlenkkolben gegeben, in dem sich 67,5 ml Grundkulturmedium 
befanden, und unter Verwendung eines Schlittelkulturger&ts unter 
den Bedingungen einer Schuttelbreite von 2 cm, einer 
Rotationsgeschwindigkeit von 180 Upm und einer Temperatur von 
28°C unter Rotationsschutteln 3 Tage lang eine 
Starterkultivierung durchgef lihrt . 

[0029] Nach Beendigung der Kultivierung wurde der Inhalt des 
Kolbens in einen bakterienf reien Mixer gegeben und bei 10 000 Upm 
3 Minuten lang zerkleinert. Dieser zerkleinerte Inhalt wurde als 
Starter-Bakterienf lussigkeit genommen und damit die folgende 
Hauptkultivierung durchgef uhrt . Die Starter-Bakterienf lussigkeit 
wurde bei 10 000 Upm 20 Minuten lang zentrif ugiert , und es wurde 
uberpruft, dass sich im erhaltenen Uberstand keine Milchsaure 
mehr befindet. 

[0030] 60 ml der Starter-Bakterienf lussigkeit wurden 
bakterienf rei in einen kleinen Standgef aEf ermenter (Gesamtvolumen 
1000 ml) gegeben, in dem sich 540 ml bakterienreduziertes 
Prufkulturmedium befanden, und die Hauptkultivierung erfolgte bei 
30°C 20 Stunden oder 30 Stunden lang, wobei der pH mit IN NaOH 
oder IN H 2 S0 4 au.f 5,0 gehalten wurde und die Ruhrumdrehungszahl 
am Anfang 400 Upm betrug und automatisch derart geregelt wurde, 
dass die Menge gelosten Sauerstoffs (DO) in den Bereich von 3,0 
bis 21,0% kam. 
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[0031] Nach Beendigung der Kultivierung wurden die Feststoffe aus 
dem Standgefafifermenter gesammelt, mit Wasser gewaschen, der 
Kulturmediumanteil wurde entfernt, dann wurde 20 Minuten lang bei 
110°C mit 1% wasseriger NaOH-Losung behandelt und die Bakterien 
entfernt. Nachdem die hergestellte Zellulose.so lange mit Wasser 
gewaschen worden war, bis die Waschf lussigkeit etwa neutral war, 
wurde sie bei 80°C 12 Stunden lang vakuumgetrocknet und die 
Trockenmasse gemessen. 

[0032] Ausfuhrungsbeispiel 1: Wirkung der Zugabe von Milchsaure 
zu den einzelnen organischen Stickstof fquellen: 

Als Zellulose produzierende Essigs^urebakterien wurde der Stamm 
Acetobacter species BPR 2001 verwendet, und als Prlif kulturmedium 
wurde ein Kulturmedium verwendet, das die folgenden 
unterschiedlichen organischen Stickstof fquellen enthielt: 

Fruktose 40 g/1, 

KH2PO4 1,0 g/1, 

MgS0 4 0,3 g/1, 

(NH 4 )2S0 4 . 3 g/1, 

organische Stickstof f- (N-) Quelle 5 g/1, 
Bact-Peptone (Produkt der Firma Difco) ; 
Bact-Soytone (Produkt der Firma Difco); 
Yeast-Extract (Produkt der Firma Difco) ; 
oder 

konzentriertes Saurehydrolysat von Sojaprotein, 

Milchsaure 0 oder 1,4 ml/1, 

pH am Anf ang 5,0. 
Nach der oben beschriebenen Kolbenkultivierung wurde die 
Hauptkultivierung 2 oder 4 Tage lang durchgefuhrt und in 
Gegenwart bzw. Abwesenheit von Milchsaure die angesammelte 
Zellulosemenge evaluiert. 

[0033] Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 angegeben. 



[0034]. Tabelle 1: 
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Organische N-Quelle 


angesammelte Zellulosemenge (g/1) 




nach 2 Tagen 
Kultivierung 


nach 4 Tagen 
Kultivierung 


Bact-Soytone 

Bact-Soytone + Milchsaure 


0,27 
3,04 


0, 66 
3,31 


Yeast-Extract 

Yeast-Extract + Milchsaure 


0,22 
2,67 


0, 86 
4,13 


Bact-Peptone 

Bact-Peptone + Milchsaure 


0, 14 
0,82 


0. 37 

1, 80 


konzentriertes Saurehydrolysat 
von Sojaprotein 
konzentriertes Saurehydrolysat 
von Sojaprotein + Milchsaure 


0,24 
1,37 


0,94 
4,66 



[0035] Aus den Ergebnissen in Tabelle 1 ist erkennbar, dass dann, 
wenn dem Kulturmedium Milchsaure zugesetzt worden ist, im 
Vergleich zum Nicht-Zusetzen bei alien organischen N-Quellen die 
angesammelte Zellulosemenge um das etwa 5- bis 12-Fache gestiegen 
ist. Nach Grd&e des Zuwachses je nach verwendeter organischer N- 
Quelle gereiht ergibt sich nach. 4 Tagen die Reihung Bact-Peptone 
< Bact-Soytone < Yeast-Extract < konzentriertes Saurehydrolysat 
von Sojaprotein. 

[0036] Ausf iihrungsbei spiel 2: Wirkung des Zusatzes von anderen 
Carbonsauren als Milchsaure: 

Es wurde genau so kultiviert wie in Ausf iihrungsbei spiel 1, auSer 
dass als organische Stickstoff quelle Bact-Soytone und als 
Carbonsaure auSer Milchsaure auch 10 mMol/1 Essigsaure und 
Brenztraubensaure zugesetzt bzw. nicht zugesetzt wurden, und es 
wurde die Wirkung der Zugabe von anderen Carbonsauren als 
Milchsaure auf die angesammelte Zellulosemenge ermittelt. 
[0037] Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 angegeben. . 



[0038] Tabelle 2 
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Carbonsaure 


angesammelte Zellulosemenge (g/1) 




nach 2 Tagen 
Kultivierung 


nach 4 Tagen 
Kultivierung 


ohne Zusatz 


0,27 


0,68 


Essigsaure 


1,00 


1,50 


Brenztraubensaure 


1,51 


2,16 


Milchsaure 


.1,66 


3,23 



[0039] Anhand von Tabelle 2 stellt sich heraus, dass auch dann, 
wenn als Carbonsaure Essigsaure und Brenztraubensaure verwendet 
werden, die angesammelte Zellulosemenge im Vergleich . zum Fall des 
Nicht-Zusatzes urn das etwa 2- bis etwa 6-Fache gestiegen 1st. 
Eine Evaluierung nach 4 Tagen Kultivierung zeigte, dass das 
Ausmafc des Anstiegs nach Art der Saure die Reihenfolge Essigsaure 
< Brenztraubensaure <. MilchsMure ergab. 

[0040] Ausfuhrungsbeispiel 3: Einfluss der Menge der zugesetzten 
Carbonsaure auf die angesammelte Zellulosemenge: 
Es wurde wie in Ausfuhrungsbeispiel 1 vier Tage lang kultiviert, 
auEer dass als organische . Stickstoff quelle Bact-Sbytone verwendet 
und von Milchsaure jeweils 0,1 ml/1, 0,5 ml/1, 1,0 ml/1, 5,0 
ml/1, 10,0 ml/1 und 15,0 ml/1 zugesetzt wurden, und es wurde die 
angesammelte Zellulosemenge je nach zugesetzter Menge 
ausgewertet. 

[0041] Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 angegeben. 
[0042] Tabelle 3 



zugesetzte Menge 
Milchsaure (ml/1) 


0 


0,1 


0,5 


1,0 


5,0 


10, 0 


15,0 


angesammelte 
Zellulosemenge (g/1) 


0,75 


1,5 


1,8 


3,5 


4., 5 


6,0 


5,2 



[0043]. Die Ergebnisse in Tabelle 3 zeigen, dass bei einem Zusatz 
von Milchsaure von 0,1 ml/1 bis 10,0 ml/1 die angesammelte 
Zellulosemenge auch schrittweise ansteigt, dass jedoch, wenn die 
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Menge der zugesetzten Milchsaure noch gesteigert wird, die 
angesammelte Zellulosemenge im Gegenteil tendenziell geringer 
wird. 

[0044] Ausfuhrungsbeispiel 4: Einfluss der Bakterienstamme auf 
die angesammelte Zellulosemenge: 

Es wurde nach dem gleichen Verfahren wie in Ausfuhrungsbeispiel 1 
vier Tage lang kultiviert, auEer dass als Zellulose produzierende 
Essigsaurebakterien aufier Acetobacter species BPR 2001 
Acetobacter xylinum ATCC 23768 und Acetobacter xylinum ATCC 
23769, sowie als organische Stickstoff quelle Bact-Soytone 
verwendet wurden-, und es wurde die angesammelte Zellulosemenge 
der einzelnen Bakterienst&mme gemessen. 
[0045] Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 angegeben. 
[0046] Tabelle 4 



Bakt er i ens t amm 


angesammelte Zellulosemenge (g/1) 




ohne Zugabe von 
Milchsaure 


Zugabe von 
MilchsSure 


Acetobacter species BPR 2001 


0,76 


3,36 


ATCC 23768 


0,17 


1,20 


ATCC 23769 


0,79 


2,09 



[0047] Die Ergebnisse von Tabelle 4 zeigen, dass die tatsachlich 
angesammelte Menge Zellulose je nach den drei verwendeten 
Bakterienstammen verschieden ist, aber bei alien Bakterienstammen 
wurde die angesammelte Zellulosemenge durch den Zusatz von 
Milchsaure urn das etwa 2,5- bis 7-Fache gesteigert. Besonders 
Acetobacter species BPR 2001 und Acetobacter xylinum ATCC 23769 
wiesen eine hohe Zelluloseproduktion auf. 

[0048] Ausfuhrungsbeispiel 5: Standgef a£f ermenter-Kultur von 
Zellulose produzierenden Essigsaurebakterien: 
Als Zellulose produzierende Essigsaurebakterien wurden 
Acetobacter species BPR 2001 und als Pruf kulturmedium ein 
Kulturmedium mit folgender Zusammensetzung verwendet: 

Fructose 40 g/1, 

KH 2 P0 4 1,0 g/1, 
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MgS0 4 0,3 g/1, ' 

(NH«) 2 S0 4 3 g/1, 

Bact-Soytone 5 g/1, 

Milchsaure o oder 1,4 ml/1, 

anfanglicher pH 5,0 
Nach dem o.g. StandgefaSf ermenter-Kulturverf ahren wurde die 
Hauptkultivierung 20 Stunden oder 30 Stunden lang durchgeftthrt 
und die angesammelte Zellulosemenge in Gegenwart bzw. . Abwesenheit 
von Milchsaure ausgewertet. 

[0049] Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 angegeben. 
[0050] Tabelle 5 



mit/ohne Milchsaure 


angesammelte Zellulosemenge (g/1). 




20 Std. Kultivierung 


30 Std. Kultivierung 


ohne Milchsaure 


2,1 


4,5 


mit Milchsaure 


5,0 


7,0 



[0051] Tabelle 5 zeigt, dass die Zelluloseproduktion auch ohne 
Zusatz von Milchsaure deutlich gesteigert ist, wenn ein 
StandgefcUSfermenter verwendet wird und der pH, die Menge des 
gelosten Sauerstoffs u.a, FermentatSionsbedingungen unter 
Kontrolle gehalten werden, aber durch den Zusatz von Milchsaure 
kann die angesammelte. Zellulosemenge im Vergleich zum Nicht- 
Zusatz noch weiter urn das etwa 1,5- bis etwa 2,5-Fache gesteigert 
werden. 

[0052] Wirkung der Erfindung : 

Bei der Zelluloseproduktion unter Verwendung des 

erf indungsgemafien Fermentationsverf ahrens wird die Produktivitat 
der Zellulose durch den Zusatz von nur winzigen oder geringen 
Mengen Carbonsauren oder deren Salzen zum Kulturmedium im 
Vergleich zu herkommlichen Verfahren deutlich gesteigert. Dies 
zeigt, dass Zellulose gema£ dem vorliegenden Verfahren effizient 
und kostengunstig hergestellt werden kann. 
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[ANDERUNGEN IM ZUGE DES VERFAHRENS ] 
[Datum] 18. 08. 1993 
[Anderung 1] 

[Gegenstand der Anderung] Beschreibung 
[Absatz der Anderung] 0009 
[Art der Anderung] AbSnderung 
[Inhalt der Anderung] 

[0009] Die bei der vorliegenden Erfindung verwendeten 
Mikroorganismen kSnnen alle Arten von Mikroorganismen sein, die 
2ur Familie Acetobacter gehoren und zelluloseartige Substanzen 
produzieren. Als Beispiele konnen Acetobacter species BPR 2001 

(FERM P-13466), Acetobacter xylinum ATCC 23768, Acetobacter 
xylinum ATCC 23769, Acetobacter xylinum ATCC 10821 etc. angefuhrt 
werden . 

[Anderung 2] 

[Gegenstand der Anderung] Beschreibung 
[Absatz der Anderung]. 0010 
[Art der Anderung] Ab&nderung 
[Inhalt der Anderung] 

[0010] Die bei der vorliegenden Erfindung verwendeten speziellen 
Carbonsauren oder deren Salze wirken auf das 

Zellulosesynthesesystem der Mirkoorganismen als Faktoren, die das 
Wachstum der Zellulose fordern, und so kann die Produktivitat . von 
Zellulose deutlich gesteigert werden. Denn wie in den im 
Folgenden beschriebenen Ausf iihrungsbeispielen zu sehen ist, ist 
die im Kulturmedium angesammelte Zellulosemenge im Vergleich zu 
Kulturen, denen keine Carbonsauren zugesetzt wurden, bis zu etwa 
1,5 bis 12 Mai groSer. Der Ausdruck „Carbonsauren oder deren 
Salze als Faktoren, die das Wachstum der Zellulose fordern" 
bedeutet in der vorliegenden Beschreibung Carbonsauren oder deren 
Salze, die im Vergleich zu Kulturen, denen sie nicht zugesetzt 
wurden, die angesammelte Zellulosemenge steigern, vorzugsweise 
mindestens urn das etwa 1,5-Fache. Die Carbonsauren, die bei der 
vorliegenden Erfindung verwendet werden konnen, konnen sowohl 
gesattigte als auch ungesattigte Carbonsauren sein; als 

gesattigte Carbonsa uren konnen z.B. Essigsaure , Milchsaure , 

Brenztraubensaure, Bernsteinsaure, Apfelsaure, Glukonsaure, 
Glukuronsaure etc. angefuhrt werden, und als ungesattigte 
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Carbonsauren konnen Fumarsaure, Maleinsaure, Acrylsaure, 
Berizoesaure etc. angeftthrt werden. Bei diesen Carbonsauren gibt 
es fur die Kohlenstof f zahl und die Anzahl der Carboxylgruppen 
keine besonderen Einschrankungen, aber es ist giinstig, wenn die 
Sauren wasserloslich sind. Bevorzugte Carbonsauren sind 
Milchs^ure, Brenztraubensaure und EssigsSure. Wenn die 
Carbonsauren als Salze verwendet werden, gibt es keine besonderen 
Einschrankungen, aber iiblicherweise konnen Salze mit 
Alkalimetallen oder Erdalkalimetallen verwendet werden. Diese 
Carbonsauren oder deren Salze konnen alleine verwendet werden, 
oder es konnen auch Kombinationen von 2 oder mehr Sorten 
verwendet werden. Auch ftir die zugesetzte Merige Carbonsauren oder 
deren Salzen gibt es keine besonderen Einschrankungen, 
vorzugsweise liegt die Menge jedoch bei 1 mMol bis 200 mMol/1. 
Bei der vorliegenden Erfindung werden die Carbonsauren oder deren 
Salze dem Kulturmedium nicht so sehr als Hauptkohlenstof f quelle 
zugesetzt, sondern vielmehr kann durch die Zugabe von nur 
winzigen oder geringen Mengen als Faktoren, die das Wachstum der 
Zellulose fordern, die Zelluloseproduktion deutlich gesteigert 
werden. 
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±ia«*j§Jfil 0 0ml £$g9&/«:7 5 Om l^Ro 

i m i taau ffi&tmmftx-2 s°cz-3 Bwmm® 20 

;H3-^fri:«**»«Lfc. 1»fe*Ut««7. 5ml 
£S**gtft6 7.5ml £$g Dii/WfS 00ml 

«I2cm. ®$5jfgl80rpnu ia«2 8"CO^fr 

[0029] «HN*T«» 7 9X3«)rt««|**ffl|7*W 
y^-fcSU 10, OOOrpmTSjHaiBftfta* 
fr*->fc. £*^3*ifcrt«**S'-Fa«i:U El 30 

T^-r y%mz®m ut. is- vmmz 1 o . 

') 0 0 0 r pmT2 OftflftMHtU ^tUHSH^tZ 

[ 0 0 3 0 ] JtE 5^- F«» 6 0ml £«ai«f***ff 
«65 4 0ml$-5iO)i^/M^>-7r^^- (£ 



SSI , 0 0 0ml) t*&HWfcSfflU 3 0°CT2 0 
B#l3jX»i3 0i$|i, P H£lN NaOHt L< ti 1 N 
H 2 SOi T'PH5. ot:rjyho-/H.^*^. i 
fc. $#II]li6f£S:tO?&4 OOrpmt, i§#B?£§S ( D 
0)#3. 0-2 1. 0Xrt(CA*J:3fcia«*$i» 

[0031] «m»T«, ^-7r>y^-rt«BB» 
**««L. *8feLT«fSlfifl't»*Lfc», lXNa 
OH*j§ig+-Cl 1 OX;. 2 0#ia5ruiL-C®fc£l$* 

[0032] mmm 1 saffoaswc&itsAR 



y-XBPR200 1ttlifc. fcftfSMli: LT#Kr& 

75? h-* 4 0g/L. 

KHa P04 1. Og/L. 

MgS04 0. 3g/L, 

(NH 4 ) 2 S04 3g/L. 

Bact-Peptone (Difc o%tSg) ; 
Bact-Soytone (Di f cottSS) : 
Yeast-Extract (Difco^tM) ; 

?L m Ottdil. 4ml/L. 

t) 1 PH 5. 0 

*£ 2 BSX«4 BISW?*V\ MlfltfttEXttaffOT 

[003 3] f cotemSr^l t^Lfc. 
[0034] 

mi] 



7 



(5) 
ft 1 



^^7-3 9 386 

8 



W ft N 8 




IS (g/L) 






£*4 B& 


Bact-Soytone 


0. 


27 


0. 66 


Bact-Soytone 


3. 


04 


3. 3 1 


Yeast-Extract 


0. 


22 


0. 86 


Yeast-Extract +W* 


2. 


67 


4. 13 


Bact-Peptone 


0. 


1 4 


0. 3 7 


Bact-Peptone 


0. 


82 


1. 80 


M S 


0. 


24 


0. 94 




1. 


37 


4. 66 



li. ^f4BfttBact-Peptone<Bact 
-Soy t one <Ye as t-Ext r ac t<Si6t 

[00363 mmm2 &wm<r)it)v#>wmm 



*MiSIi:LtBact-SoytoneJ, itii} 

tvxytfit Lxw&<nmz?mBLVV)v\Li/m* iom 
mo \ /Lmvumm^m^iztmt* msmi t 

[0 0 3 7] £fl 2 K^Lfc. 

[00383 

[*2] 



Si 2 a 



*S34 B& 



jtS & ft] 


0. 


2 7 


0. 


6 8 


1ft & 


1. 


0 0 


1. 


5 0 




1. 


5 1 


2. 


1 6 


A 88 


1. 


6 6 


3. 


2 3 



10 0 3 9) <0i2frt>. fi/VXymiXmmfVJlr *m0. lml/L. 0. 5ml/L s 1. 0ml/ 



[0040] iatW3 -tfru-xwmmzRtz-r*} 

ttSIMkLTBact-SoytoneJ. £fc?U* 



L> 5. Oml/L. 10. Oml/L. 15. 0ml 

40 %mtX*h?i\<7)miS&izmh J tfra-xW§M.$: 
fWBUt. 

[0041] *C9Sgj&£*3 fc**. 
[0042] 
[1*3] 



(6) HBFP7-3 9 386 

1 0 

M 3 



% ® & tin a 












(m 1 /L) 0 0. 1 


0. 5 


1. 0 


5.0 


10. 0 


15.0 














(g/L) 0. 75 1.5 


1. 8 


3. 5 


I 5 


6. 8 


5.2 



[0043] B3<7>mm±. wmm&o. imi/L 

1 0 . Oml /L£?\±-t)l-n-XWm£t>m®i- 

[0044] g%0i4 •fe^n-xssmfcRirrB 

y-XB P R 2 0 0 1 IfcOffifcT-fe h/^ • * v>J * 



* ^AATC C 2 3 7 6 8&tf7-fe Wf- ■ 
AATCC23 769£. 2 LT B a c 

t-soytone ^m^ma^m 1 1 nm<r>ij 

[0 04 5] *«tt«fc*4jC*W:. 

[0046] 

[*4] 



BPR200 l«c 


0. 


76 


3. 


36 


ATCC23768 


0. 


1 7 


1. 


20 


ATCC23769 


0. 


79 


2. 


0 9 



[0047] «4 0lSj|ttt&, {£ffl$*l*:38tf>Ii«S *KH 2 P0 4 



2. 5te-Hft7fg£i8flnU;. T-fehA??-. 
Xtf~>- XB P R 2 0 0 1 tt&tfT-fc ■ * 

v-U-fAATCC 2 3 7 6 9#&Wfc/H3-Xj&££jr; 

[0048] hjsw 5 *)vu-x&mmm<r)V 

•fe/i>o-x£attit«i®fc LtTtbA';?- ■ xt- 

y-xBPR2ooi«^ ttimamt lttkh 

40 

77?h-X 4 0g/L. & 



MgSOi 
(NH* > 2 S04 
Bact — Soytone 

D !S pH 



1. Og/U 
0. 3g/L, 
3g/L. 
5g/U 

OXtel. 4m 1/U 
5. 0 



4 >%m 2 0 HffllXli 3 0 iSfiafT&V * , ILK«0# 

[0049] <£?)fS*£3l5K5jH\ 

[0050] 

1*5] 



UK© 


■b;l/D-x3£8B (g/L) 






* 


2. 1 4. 5 




5. 0 7. 0 



[0051]H5<D&£Ji. ^>-7r^yr?-S-ffiffl*50*tTpH. if#^At8scof^#£M8H-<£.tfi K 



